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PROMOTEUR DE LA THIOREDOXINE TaTrxh2 DE BLE 

L' invention est relative au clonage et a la 
caracterisation d'un prcmoteur de thioredoxine de ble. 

Les thioredcx.ir.es sont des proteines de faible 
5 poids moleculaire, qui ont ete mises en evidence chez un 
grand nombre d' organises, ou elles catalysent 
differentes reactions d' oxydoreduction imcliquant des 
echanges dithiolsulfhydryles. Leur site catalytique 
comprend la sequence conservee : -Trp-Cys-Gly/Pro/Ala- 
Pro-Cys-. Les thioredoxines sous forme oxydee comprennent 
un pont disulfure, 'dont la reduction en groupes -SH, par 
la ferredoxine reduite cu par le NADPH, est catalysee par 
l'intermediaire d'un sys-eme specif ique. 

Chez les Plantss, on a mis en evidence 3 types 
15 de thioredoxine : les 2 premieres (thioredoxines m et f) 
sont des thioredoxines f erredoxine-dependantes ' 

localises dans les chloroplastes, ou elles interviennent 
dans la regulation de la photosynthese . Un troisieme 
type, denomme thioredoxine h, a ete mis en evidence dans 
le cytosol. La thioredoxine h fait partie d'un systeme 
thioredoxine NADP-dependant (NTS) , ou elle est associee 
au NADPH et a une enzyme denommee NADP-thioredoxine 
reductase (NTR) . 

Initialement, 2 thioredoxines h ont ete 

extraites et partiellement purifiees a partir du grain de 
ble (VOGT et FOLLMANN, Biochem. Biophys. Acta 873, 415- 
418, 1986). Recemment, 1'equipe des Inventeurs a isole et 
earcrcterise 2 clones d'ADNc codant une thioredoxine h de 
ble tendre (TaTrxhl) , et une thioredoxine h de ble dur 
(TdTrxhl) (GAUTIER et al . , Eur. J. Biochem. 252, 314-324, 
1998). Les structures primaires deduites des clones 
d'ADNc des thioredoxines h TaTrxhl et TdTrxhl sont tres 
conserves (96% d' identite entre elles,. Elles possedent 
une extension N-terminaie tres riche en residus Ala, dont 
l'analyse revele un donaine transmembranaire putatif de 
20 residus. Elles presentent de fortes homologies avec 
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les thioredoxines h de cereales (70 a 80%) et les 
thioredoxines h de dicotyleaones (60%). 

Les thioredoxines h interviennent au cours de 
la germination du grain de ble, ou elles participent, au 
5 niveau de 1' albumen, a la mobilisation des reserves 
v necessaires a la croissance de 1'embryon. Elles agissent 
notamment : 

en reduisant les ponts disulfure de 
certaines proteines de reserve, telles que les gliadines 
10 et les glutenines {KOBREHZL et al., Plant Physiol. 99, 
919-924, 1992), ce qui augmente leur sensibilite a la 
proteolyse ; 

- en reduisant des enzymes impliquees dans la 
mobilisation des reserves, ou des inhibiteurs de ces 
15 enzymes, ce qui entraine 1' activation des premieres, et 
la desactivation des seconds, 

II a egalement ete propose d'utiliser les 
thioredoxines h pour ameliorer la qualite d' aliments, 
notamment a base de cereales ; il a en effet ete constate 
20 qu' elles favorisaient la formation de la pate lors de la 
fabrication du pain (WONG et al . , Cereal Chem. 70, 113- 
114, 1993), et qu'en outre elles diminuaient 
1' allergenicite de certains aliments. 

Les Inventeurs ont entrepris 1' etude de 
25 1' expression des thioredoxines h dans les graines de 
cereales, notamment, dans le ble, -af in de fournir des 
moyens de controle de cette expression. 

Dans le cadre de ces travaux, ils ont isole un 
gene denomme ci-apres TaTrxh2, codant une thioredoxine h 
30 de ble tendre (Triticuin aestlvum) , denommee ci-apres 
TaTrxh2, dont la structure primaire presente 97% de 
similarite avec celle de la thioredoxine h TaTrxhl de ble 
tendre (GAUTIER et al., 1998, publication precit^e) . 

Les Inventeurs ont egalement isole le 
35 promoteur du gene TaTrxh2, et ont exprime, chez le rlz, 
le gene rapporteur gus sous controle de ce promoteur. Ils 
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ont ainsi observe que 1' expression du gene rapporteur 
etait localisee exclusivernent dans le grain de riz et 
plus particulierement dans 1' albumen amylace. lis ont en 
outre mis en evidence des regions impliquees dans la 
regulation spatiale et temporelle de ce promoteur. 

La sequence du gene TaTrxh2 et de la region en 
5' comprenant le promoteur sont representees dans la 
liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO: 1. 

La presente invention a pour objet un 
promoteur constitue par un fragment d'acide nucleique 
comprenant au moins un domaine fonctionnel specifique du 
promoteur du gene TaTrxh2. 

On entend par « promoteur » une sequence d'ADN 
double-brin comprenant au moins les sequences necessaires 
15 a 1' initiation de la transcription d'un gene, 
eventuellement associees a des sequences de controle en 
cis de ladite transcription ; on entend par ; « domaine 
fonctionnel specifique d'un promoteur», une sequence 
dudit promoteur comprenant un ou plusieurs motifs d'ADN 
20 intervenant dans 1' initiation de la transcription, ou 
bien une sequence d'ADN double-brin constituant un 
domaine de regulation comprenant un ou. plusieurs des 
motifs d'ADN intervenant dans le controle en cis de la 
transcription par ledit promoteur. 
25 Des promoteurs conformes a 1' invention peuvent 

comprendre en opart icuMer : ' 

a) le fragment d'acide nucleique represents 
dans la liste de sequences en annexe par la sequence 
SEQ ID NO : 2, ainsi que sur la figure 1, et qui 
30 correspond a la region 5' non codante du gene TaTrxh2 
s'etendant de la position -1 a la position -1111 par 
rapport au codon d' initiation ATG, ou des portions dudit 
fragment, notamment : 

* le fragment d'acide nucleique dont la 
35 sequence s'etend de la position -1 a la position -83 par 
rapport au codon ATG du gene TaTrxh2 ; ce fragment 
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comprend les sequences intervenant dans 1' initiation de 
la transcription, et necessaires a l'activite de base du 
promoteur ; 

* des fragments d' acide nucleique comprenant 
5 des dornaines fonctionnels intervenant dans la regulation 
de la transcription du gene TaTrxh2, et en particulier 
dans sa specificite tissulaire et/ou dans son expression 
a differents stades du developpement de la plante ; il 
s'agit en particulier : 
10 ~ du fragment d' acide nucleique dont la 

sequence s'etend de la position -591 a la position -1111 
par rapport au codon ATG du gene TaTrxh2 ; ce fragment 
comprend un domaine de regulation intervenant dans 
1' inhibition de 1" expression du gene TaTrxh2 dans 
15 1' epithelium du scutellum ; 

du fragment d' acide nucleique dont la 
sequence s'etend de la position -228 a la position -451 
par rapport au codon ATG du gene TaTrxh2 ; ce fragment 
comprend un domaine de regulation intervenant dans 
1" induction de I' expression du gene TaTrxh2 en debut de 
maturation du grain ; 

du fragment d' acide nucleique dont la 
sequence s'etend de la position -451 a -591 par rapport 
au codon ATG du gene TaTrxh2 ; ce fragment comprend un 
25 domaine de regulation intervenant dans 1' induction de 
1' expression du gene TaTrxh2 dans 1' epithelium du 
scutellum ; 

du fragment d' acide nucleique dont la 
sequence s'etend de la position -83 a la position -228 
par rapport au codon ATG du gene TaTrxh2 ; ce fragment 
comprend des sequences intervenant dans 1' induction de 
1' expression au niveau de 1' albumen amylace. 

b) du fragment d' acide nucleique constituant 
le premier intron (positions 1232-2203 sur la sequence 
35 SEQ ID NO: 1) du gene TaTrxh2 ; ce fragment pourrait 
comprendre un domaine de regulation de type 
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a r^lT teUr ' aUgmentar -"- 15 Expression du gene 

L'homme du metier peut, a partir des fragments 
-Prenant au moins un domaine fonctionnel du promoteur 
5 du gene TaTrx h2 specifies ci-dessus, identifier plus 
precisement les limites de ces defines fonctionnels 
ainsi que les motifs d'ADN impliques dans la fonction de 
chacun d'entre eux, par des techniques connues en elles- 

10 7Zu eXemPle ^ tSChniqUe -P-^tes sur 

10 (footprints), en incubant ces fragments avec des 

ext raits nucleaires de cellules de 1' albumen du grain 
ainsi qu'avec des extraits nucleaires de cellules dans 
lesquels le promoteur du gene TaTrxh2 est Inactif . 

L ' inVention englobe en particulier tout 
promoteur pouvant etre obtenu a partir d'un fragment 
dac.de nucleique covenant au moins un domaine 
fonctionnel du promoteur du gene TaTrxh2 , par les 
techniques classiques cu genie genetique, notamment par 
mutagenese et/ou recombinaison genetique. n est ainsi 
possible de produire des promoteurs artificiels possedant 
le niveau d' activity et le degre de specif icite 
souhaite. 

On peut ainsi par exempie inactiver un ou 
plusieurs des domaines fonctionnels de regulation 
localises dans la region 5' non codante du gene TaTrxh2, 
par exempie en procedant a la deletion d'au moins un 
° n d ' U « e s ^uence de nucleotides des motifs 
d ADN Cliques dans la fonction du ou des domaines 
concernes. On peut ecalemeht associer les molecules 
d acide nucleique comprenant des domaines fonctionnels du 
promoteur du gene TaTrxh2 entre elles, et/ou avec des 

domaxnes fonctionnels provenant rt* r,™ m „- 

P-uvenanr ae promoteurs autres que 

celui du gene TaTrxh2. 

Selon un mode de realisation prefere d'un 
promoteur conforme a 1' invent ion 4 1 „ 

. x invention, il comprend au moins 

les sequences du promoteur de TaTrxh2 qui permettent une 
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expression specifique dans le grain, notamment dans 
1' albumen amylace. 

L' invention englobe egalement : 

les cassettes d' expression, comprenant, 
5 outre un promoteur conforme a 1' invention, un gene 
d'interet place sous controle transcriptionnel dudit 
promoteur, ou un site permettant 1' insertion dudit gene 
d' interet ; 

les vecteurs recombinants, resultant de 

10 1' insertion d f un promoteur ou d'une cassette d' expression 
conformes a 1' invention dans un vecteur hote. 

Les promoteurs conformes a la presente 
invention peuvent etre utilises pour controler 
1' expression d'un gene d'interet dans des cellules de 

15 plantes, notamment de monocotyledones - 

Ledit gene d'interet peut par exemple etre 
soit le gene TaTrxh2, place sous controle d'un promoteur 
artificiel, tel que defini ci-dessus, derive du promoteur 
TaTrxh2, soit un gene heterologue codant une thioredoxine 

20 autre que TaTrxh2, ou toute autre proteine d'interet. 

On peut par exemple introduire un gene 
d'interet sous controle du promoteur du gene TaTrxh2, ou 
d'un promoteur artificiel construit a partir des elements 
de" regulation de celui-ci qui conferent la specificite 

25 d'expression dans les cellules de 1' "albumen, afin 
d/ exprimer Isdit- gene d' interet * "uniquement dans les 
cellules de I'albumen du grain. On peut egalement 
proceder a la deletion selective des sequences du 
promoteur du gene TaTrxh2 responsables de la specificite 

30 d'expression, afin de construire un promoteur artificiel 
permettant d' assurer une expression ubiquitaire d'une 
thioredoxine h, ou d'une autre proteine d'interet. 

L' invention a en outre pour objet des cellules 
vegetales et des plantes transgeniques, en particulier 

35 des monocotyledones, et notamment des cereales, 
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transformees par au moins une molecule d'acide nucleique 
comprenant un promoteur conforme a 1' invention. 

Les Inventeurs ont ainsi obtenu des riz 
transgeniques, dans lesqueiles un gene heterologue a ete 
» place sous controle transcriptionnel du promoteur du gene 
TaTrxh2 et ont observe chez ces plantes une expression 
specif ique dans les cellules de 1' albumen du grain. 

Les cellules transformees et les plantes 
transgeniques conformes a 1' invention sont egalement 
utilisables comme modeles pour etudier et/ou modifier 
1' expression de differents genes dans les cellules de 
1' albumen du grain. 

La presente invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples non-limitatif s illustrant le 
clonage et la caracterisation du gene TaTrxh2 et de son 
promoteur. 

EXEMPLE 1 : ISOLEMENT ET CARACTERISATION DU GENE TaTixh2 
1.- Criblaqe d'une bancrue d'ADN qenomiqae de ble 

Une banque d'ADN genomique a ete realisee a 
partir de l'ADN extrait de feuilles de ble tendre 
(Triticum aestivum) de la variete Andain. Apres digestion 
partielle de l'ADN genomique par Mbol , les fragments de 
taille moyenne 15 kb ont ete clones au site BamHI du 
phage EMBL3 SP6/T7, qui a ete propage dans la bacterie 
h6te ; K802 -K 802 {galK2, galT22, HsdR2 , (r k ~ r m+), mcrA , 
mcrR , metBl, mrr , supE44) . 

6.10 clones de la banque d'ADN genomique ont 
ete etales et cribles avec une sonde de 669 pb (TRX) 
contenant la totalite de la sequence codant la 
thioredoxine h de ble tendre TaTrxhl (GAUTIER et al., 
1998, publication precitee) , et les clones positifs ont 
ensuite ete cribles par ACP (amplification en chaine par 
polymerase) a l'aide d'un couple d'amorces (THP2 et THM2) 
derivees de la meme sequence. 
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L'un des clones selectionnes (X4), qui 
contient un fragment c'ADN genomique de ble de- 10 kb 
environ, a ete digere par PstJ, liberant deux fragments, 
1'un de 1,5 kb et 1' autre de 3,8 kb, tous les deux 
5 reconnus par la sonde TRX. Ces deux fragments ont ete 
clones dans le vecteur pLITMUS 29 (BIOLAB) au site de 
restriction PstI* Les deux clones obtenus sont denommes 
CTRX3 et CTRX4 . Le clone CTRX3 correspond au fragment de 
1,5 kb et le clone CTRX4 au fragment de 3,8 kb. 
10 L' analyse des sequences nucleotidiques des 

clones CTRX4 et CTRX3 montre qu'ils contiennent chacun 
une partie d'un meme gene codant une thioredoxine h de 
ble, tronque lors de la digestion par PstJ. 

A partir des sequences nucleotidiques de ces 2 
15 clones, les Inventeurs ont choisi deux amorces (THP8 et 
THM8) permettant d' amplifier un gene de thioredoxine h 
sur une longueur d' environ 2,6 kb. L'ACP a ete realisee 
sur l'ADN non digere du clone X4 , et un fragment de la 
taille attendue a ete clone dans le vecteur pGEM-T 
20 (PROMEGA) . Le clone obtenu contient le gene TaTrxh2 
codant une thioredoxine h de ble tendre. 

II ccmprend une region promotrice de 1111 pb, 
une region codante de 1447 pb, et une region 3' non 
jrodante de 131 pb. 
25 La region codante du gene TaTrxh2 comprend 

trois exons de 120, 123 et 135* pb separes par deux 
iritrons> de 972 pb ^t de 93 pb. Le premier exon code un 
polypeptide de 40 acides amines, le deuxieme exon code un 
polypeptide de 41 acides amines contenant le site actif, 
30 et le troisieme exon code un polypeptide de 4 5 acides 
amines . 

La sequence nucleotidique du gene TaTrxh2 code 
une thioredoxine h de ble tendre, nommee TaTrxh2, de 
126 acides amines, de masse moleculaire calculee 13435 Da 
35 et de pi calcule 5,0. 
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La comparaison des sequences des produits de 
traduction du gene TaTrxh2 et des genes TaTrxhl 
precedemment decrite par GAUTIER et al. (1998, 
publication precitee) et TdTrxhl ( thioredoxine h de ble 
5 dur) montre qu'elles sont tres conservees. En effet, la 
sequence peptidique de TaTrxh2 presente 97% de similarity 
et 94% d' identite avec celle de TaTrxhl et 95% de 
similarity et 90% d' identite avec celle de TdTrxhl. 

Le domaine N-terminal de TaTrxh2 est plus 
10 court que celui de TaTrxhl et TdTrxhl. La structure 
primaire de TaTrxh2 ne contient pas de peptide signal, 
suggerant que la proteine est localisee dans le 
cytoplasme. Cependant, elle presente une extension N- 
terminale deja mise en evidence dans la structure 
15 primaire de TaTrxhl et TdTrxhl, pouvant correspondre a un 
domaine transmembranaire . L' analyse de 1' extension N— 
terminale de TaTrxh2 avec le programme RAO ARGOS 
(PC/gene, RAO et ai., Biochem. Biophys. Acta 869, 197- 
214, 1986) revele un domaine transmembranaire putatif 
20 entre les residus 2 et 19. Le site actif, forme des 
5 acides amines suivants : WCGPC, est conserve entre les 
3 thioredoxines h de ble TaTrxh2, TaTrxhl et TdTrxhl. 

Les introns ont des tailles differentes cie 
celles des introns des genes de thioredoxines h de ble 
25 precedemment mis en evidence par ROBERT (1994) indiquant 
que le gene TaTrxh2 est different de ceux-ci . Les introns 
d^igene TaTrxh2 sont du type 0 et sont limites en 5' par 
la sequence GTA et en 3' par la sequence CAG, qui 
correspondent a des sequences consensus des limites 
30 intron-exon. 

La region 3' non codante du gene TaTrxh2 
presente le signal de polyadenylation AATAAA commun aux 
genes transcrits par 1'ARN polymerase II. 
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EXEMPLE 2 : ANALYSE STRUCTURELLE DU PROMOTEUR DU GENE 
TaTirxh2 

Le promoteur du gene TaTrxh2 a ete analyse 
pour rechercher des motifs de regulation putatifs 
5 susceptibles d'intervenir dans le controle de 
1' expression, et a notainment ete compare a celui des 
genes de thioredoxines h de C. reinhardtii (STEIN et al., 
Plant Mol. Biol. 28, 437-503, 1995), de tabac (BRUGIDOU 
et al., Mol. Gen. Genet 238, 285-293, 1993) et de riz 
10 (ISHIWATARI et al., 1995), de la thioredoxine m de C. 
reinhardtii (STEIN .et al., 1995), et des thioredoxines 
murine (MATSUI et al., Gene 152, 165-171, 1995) et 
humaine (TONISSEN et al.. Gene 102, 221-228, 1992 ; 
KAGHAD et al., Gene 140, 6643-6653, 1994). 
15 La sequence du promoteur du gene TaTrxh2 est 

representee sur la figure 1. 

Le site d' initiation de la transcription 
(represents sur la figure 1 en gras et souligne d'un 
double trait) est une adenine situee a -65 pb de 1 * ATG . 
20 L ^ promoteur du gene TaTrxh2 ne contient 

aucune sequence consensus correspondant a une boite TATAn 
ou a une boite CAAT aux positions attendues pour les 
genes transcrits par 1'ARN polymerase II. 

En revanche, il contient une boite TATA- like 

25 (AATTTAT, soulignee d'un double trait sur la figure 1) a 
-1Q5 pb de 1' ATG. 

II contient egalement une boite GC (GGGCCGGG, 
soulignee en pointilles sur la figure 1) situee a -84 pb 
de 1' ATG du gene TaTrxh2. Les boites GC sont reconnues 
par des facteurs de transcription de type Spl (DYNAN et 
al. Nature 316, 774-778, 1985), et interviennent dans 
1' expression constitutive des genes. Des boites GC sont 
presentes dans tous les promoteurs connus de genes de 
thioredoxines . 

Une sequence riche en adenine, interrompue par 
un residu G (AAAAAAAGAAAAAAAAA, en caracteres gras 
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soulignes d'un trait simple sur la figure 1), est situee 
a -227 pb de l'ATG du gene TaTrxh2 ; des sequences de ce 
type ont egalement ete identifiees precedemment dans les 
promoteurs des genes de thioredoxine h de tabac et de 
5 riz . 

Des sequences bHLH (CANNTG) , reconnues par des 
facteurs de transcription de la famille 

helice/boucle/helice, sont localisees a -206 pb et 
-411 pb de l'ATG du gene TaTrxh2 ; elles sont 
10 representees sur la figure 1 en lettres minuscules. 

Des sequences bzip (ACGT, soulignees d'un 
trait simple sur la figure 1) reconnues par des facteurs 
de transcription de la famille des fermetures eclair a 
leucine (bZIP) , sont localisees a -251 pb et -184 pb de 
15 l'ATG du gene TaTrxh2 . Les prbteines bZIP ont ete 
decrites dans 1' activation de 1' expression de genes 
codant des proteines de reserve du grain. Des motifs 
ACGT, ont egalement ete decrits dans des sequences 
consensus ABRE (ABA-responsive element) des promoteurs de 
20 genes dont 1' expression est regulee par l'acide 
abscissique (ABA) (MUNDY et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 87, 1406-1410, 1990) . 

Deux boites pyrimidine (CCTTTCTCT et 
TCTTTCTTC, encadrees sur la figure 1) sont respectivement 
25 localisees a -553 pb et -541 pb de l'ATG du gene TaTrxh2 . 
Les bQites pyrimidine (CCTTTT) interviennent dans la 
ff 9 ulation de 1' expression par l'acide giberellique, 
generalement en association avec des sequences GARE (GA- 
responsive element) (TAACAAA) (HUANG et ai., Plant Mol . 
Biol. 14, 115-121, 1990), et des sequences 02S (opaques- 
binding sequence) ou boite I (TATCCAT) (GUBLER et al., 
Plant Cell 4, 1435-1441, 1992 ; LANAHAN et al.. Plant 
Cell, 4, 203-211, 1992), avec lesquelles elles 
s'organisent en un complexe appele GARC (GA- responsive 
35 complex) (BETHKE et al., Bot. 48, 1337-1356, 1997). 
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Aucune sequence GARE ou 02S n' a ete mise en evidence dans 
les 1111 pb en anion t de 1 ' ATG du gene TaTrxh2. 

Un motif TGTGTGAGCA (en caracteres gras, et 
souligne d'un trait en pointilles sur la figure 1) est 
5 situe a -403 pb de 1 ' ATG du gene TaTrxh2. Ce motif ne 
differe que par la presence d'un residu G supplementaire, 
de la sequence consensus « GCN4-like » (TGTGTGACA) de la 
« boite albumen » impliquee dans 1' expression albumen- 
specifique de genes de glutenines de ble ( MAMMON D-KOSACK 

10 et al., EMBO J. 12, 545-554, 1993). Cependant, 1' autre 
motif de la boite albumen, denomme EM (TGTAAAAGT) , et 
dont la presence est egalement necessaire pour 
1' expression albumen-specif ique (ALBANI et al . , Plant 
Cell 9, 171-184, 1997) , n'a pas ete mis en evidence dans 

15 les 1111 pb en amont de 1' ATG du gene TaTrxh2. 

Des diades trimeriques CAA et TTG (en italique 
sur la figure 1) separees par 10 bases, sont presentes 
respectivement a -107 pb et -97 pb de 1'ATG du gene 
TaTrxh2 . Ces motifs sont associes a une expression 

20 specif ique dans la couche a aleurone (THOMAS et al.. 
Plant Cell 2, 1171-1180, 1990). 

EXEMPLE 3 : ANALYSE FONCTIONNEI/LE DU PROMOTEUR DU GENE 
Ta Trxh2 * 

- La sequence de 1111 pb en 5 7 de 1'ATG du gene 

25 TaTrxh2, ou different s fragments de cette sequence ont 
6te fciones en atftont de la sequence cbdante du gene 
*£&pp6±t€ii£ gus dans le vecteur pSPORTl-GUS. Le vecteur 
pSPORTl-GUS (DIGEON, 1997) contient la sequence codante 
du gene gus (P-glucuronidase d'E. coli) et le terminateur 
30 nos-ter du -gene de la nopaline synthase,- inseres au site 
EcoRI-Hindlll du vecteur pSPORTl (GIBCO BRL) . 

Les constructions realisees sont les 

suivantes : 

- PI : cette construction comprend la totalite 
35 de la sequence de 1111 pb en amont de 1'ATG du gene 
TaTrxh2 ; 
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- P2 : cette construction comprenci la sequence 
de 589 pb en amont de 1'ATG du gene TaTxxh2 ; 

- P3 : cette construction comprend la sequence 
de 481 pb en amont de l'ATG du gene TaTrxh2 ; 

5 - P4 : cette construction comprend la sequence 

de 228 pb en amont de l'ATG du gene TaTrxh2 ; 

- P5 : cette construction comprend la sequence 
de 83 pb en amont de l'ATG du gene TaTrxh2. 

Les limites des regions du promoteur du gene 
10 TaTrxh2 utilisees dans les constructions sont indiquees 
sur la figure 1. 

A titre de temoin positif , on a utilise le 
vecteur pUGCl (CHAIR et al., 1996), qui permet 
1' expression constitutive et ubiquitaire du gene gus sous 
15 le controle du promoteur, du premier exon et du premier 
intron du gene codant 1'ubiquitine du maxs. 

Le vecteur pSPORTl-GUS a ete utilise comme 
controle negatif. 

Ces differentes constructions ont ete 
20 transferees par bombardement selon le protocole decrit 
par FAUQUET et al. (Proc. Third. Int. Rice Genet. Symp., 
Ed. G.S. Khush, 153-165, 1996), dans de jeunes cals 
embryogenes de riz (var. japonica IRAT 34 9) derivant de 
la proliferation du scutellum de 1'embryon mature. Toutes 
25 les constructions testees ont ete co-transferees avec le 
vecteur pILTAB227 (FAUQUET et a J . , 1997), qui confdre la 
'Osi^tince a 1 ' hygromycine et qui permet la selection des 
cellules transformees. 

Un melange du vecteur portant la construction 
JO a tester, et du vecteur pILTAB227 (rapport molaire : 
vecteur a tester/pILTAB227 = 4/1) est utilise pour 
enrober des microparticules d'or, a raison de 5 \ig d'ADN 
total (3 pg d'ADN a tester + 2 pg de pILTAB227) a une 
concentration de 1 pg/pl, pour 3 mg d' un melange en 
5 quantity egale de microparticules d'or de diametres 
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1,0 pm et 1,6 pm, en suspension dans 50 pi d'eau 
distillee. 

Le bombardement est effectue a l'aide d'un 
canon a particules PDS-1000/He (PARTICULE DELIVERY 
5 SYSTEM, BIORAD) . 

Les cals embryogenes bombardes sont ensuite 
cribles sur un milieu de selection contenant de 
1' hygromycine . Les cals resistants a 1' hygrornycine sont 
selectionnes et places sur milieu de regeneration 
10 depourvu d' hygromycine . Les plants regeneres (generation 
F0) ont ensuite ete transferes dans des pots, et, apres 
acclimatation en phytotron, sont cultives en serre. 

L' expression du gene gus a ete recherchee dans 
les organes vegetatifs et dans les graines des riz des 
15 generations TO et Tl. Seules les plantes fertiles et 
present ant un phenotype normal, ont ete retenues pour 
1' analyse. L' integration du transgene dans les plantes 
analysees a ete verifiee par ACP 'et transfert de 
Southern. 

20 La detection de 1'activite p-glucuronidase a 

ete effectuee par test histochimique, en detectant la 
coloration bleue resultant de 1'hydrolyse de 1'acide 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl p-D-glucuronique (X-GLU) , et 
sa quantification a ete effectuee par test 

25 fluorometrique, en mesurant la 4-methylumbellif erone (MU) 
form^e a partir d'acide 4-methylumbelliref yl p- 
glucuroniqtie, selon les protocoles decrits par JEFFERSON 
et al. (Plant Mol. Biol. Report 5, 387-405, 1987). 
1, Expression du gene gns dans les organes ve<je tati £s 

30 - L' analyse a ete effectuee sur les racines, les 

chaumes, et les feuilles, 

Dans le cas des plants de riz non-transf ormes, 

ou de ceux transformes avec le vecteur pSPORTl-GUS, 

1' analyse histochimique ne revile pas d'activite GUS, et 
35 les raesures f luorimetriques ne font apparaitre qu'une 

activite tres faible voire nulle. 
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Dans le cas des plants de riz transforms avec 
le vecteur pUGCI, on observe une activite GUS elevee 
(superieure a 500 pmol MU/min/mg de proteine) dans tous 
les organes vegetatifs testes. 

Dans le cas des plants de riz transformes avec 
les constructions PI, P2, P3, P4 ou P5, on n'observe 
aucune coloration dans les organes vegetatifs incubes en 
presence de X-GLU, et 1' activite GUS mesuree par 
fluorometrie n'est pas signif icativement differente de 
celles mesuree pour les plantes transf ormees avec le 
vecteur pSPORTl-GUS ou les plantes non transf ormees . Ces 
resultats montrent que le promoteur du gene TaTrxh2 ne 
permet pas 1' expression du gene gus dans les organes 
vegetatifs . 

2 > Expression du gene cpjs dans les grains 

Analyse histochimique 

Au niveau des grains entlers 

Les grains de riz, preleves a 35 JAF (jours 
apres fecondation) ont ete coupes dans le sens 
longitudinal puis incubes en presence de X-GLU. 

Aucune coloration n'est detectee dans les 
grains de riz transformes avec le vecteur pSPORTl-GUS. 

0n detecte au contraire une coloration intense 

de la totalite du grain pour les grains de riz 
transformes, ^vec le vecteur pUGCl . "* 

Dans le cas des grains de riz transformes avec 
les constructions PI, P2, P3 ou P4, une coloration bleue 
est detectee dans 1' albumen des grains, mais pas dans 
1'embryon (axe cotyledonaire et scutellum) , les 
enveloppes ou les epillets. Au niveau de 1' albumen, cette 
coloration apparait notamment a la peripherie de 
1'embryon, au dessus de 1' epithelium du scutellum, et 
dans une zone mediane de 1' albumen sur toute la longueur 
du grain. 



WO 00/70065 




PCT/FR00/01318 



Cette coloration est moins intense, et 
apparait moins rapidemen:: que celle observee dans les 
grains de riz transformes avec pUGCl. L' intensite de la 
coloration semble varier selon la construction (PI, P2, 
5 P3 ou P4) concernee. L' intensite la plus elevee est 
observee dans les grains de riz transformes avec la 
construction P2, et la plus faible dans ceux transformes 
avec la construction P4 . Ces resultats sont confirmes par 
1' analyse des grains Tl f ou la coloration apparait plus 
10 rapidement que dans les grains TO et est plus intense. 

Dans le cas des grains de riz transformes avec 
la construction P5, aucune coloration n'est detectee, ni 
dans l'embryon, ni dans 1' albumen, ni dans les 
enveloppes . 

15 Au niveau des differents tissus du grain 

Pour determiner precisement la localisation de 
1' expression du gene gus sous le controle du promoteur du 
gene TaTrxh2, des coupes histologiques ont ete realisees 
et observees au microscope photonique. 

20 Ces observations montrent que, pour les 

constructions PI, P2, P3 ou ?4, le marquage est localise 
dans un petit n ombre de cellules de 1' albumen amylace 
situees a la peripherie de l'embryon et dans la zone 
__centrale de 1' albumen amylace. Les cellules de 1'embryon, 

25 de la couche a aleurone et des enveloppes, ne sont pas 
marquees. Pour la construction P5, aucun marquage n'est 

Analyse f luorimetrique 

L'activite GUS a ete mesuree d'une part sur 
30 les embryohs et d' autre part sur 1' albumen des grains de 
riz. 

L'activite GUS est nulle ou tres faible dans 
les grains de riz transformes avec le vecteur pSPORTl- 
GUS, comme dans les grains de riz non-transf ormes En 
35 revanche, elle est tres forte (>500 pmol/MU/min/mg de 
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proteine) dans 1'embrycn et 1' albumen des grains de riz 
transformers avec le vecteur pUGCl. 

L'activite GUS mesuree dans les embryons des 
grains de riz transformes avec les constructions PI, P2 
5 P3, P4 ou P5 n'est pas signif icativement differente de 
celle mesuree dans les grains de riz non-transformes ou 
de riz transformes avec le vecteur pSPORTl-GUS. 

En revanche, l'activite mesuree dans 1' albumen 
des grains de riz transformes avec les constructions PI, 
10 92, P3 ou P4, est 25 a 40 fois plus elevee que celle 
mesuree dans 1' albumen -des grains de riz non-transformes 
ou transformes avec le vecteur pSPORTl-GUS. Elle varie de 
4 0 pmol/MU/min/mg de proteine pour les grains de riz 
transformes avec la construction P2, a 25 pmol/MU/min/mg 
15 de proteine pour ceux transformes avec la construction 
P4. Pour la construction P5, aucune activite GUS n'est 
detectee dans les grains. 

Ces resultats montrent que la region (-1111 pb 
a -8 3 pb) du promoteur du gene Ta Trxh2 permet 
1' expression du gene gus uniquement dans les cellules de 
1' albumen amy lace, et que seule la deletion ne laissant 
subsist er que 8 3 pb en amont de l'ATG a supprime les 
sequences responsables de 1' expression spatiale, dont 
certaines sont probablement localisees dans la region du 
25 promoteur comprise entre -228 pb et -83 pb. 

Le motif GCN4-like identi*f ie lors de 1' analyse 
-cie la structure du promoteur du gene Ta Trxh2 n'est done 
apparemment pas le seul responsable de la specificity 
tissulaire de 1' expression ; en effet, malgre sa deletion 
30 dans les constructions P3 et P4, 1' expression du gene gus 
demeure specif ique de 1' albumen du grain. 

Deux sequences : AACAAATCC, et AACAAAGTG 
(representees en caracteres gras sur la figure 1), sont 
respectivement presentes a -51 pb et -381 pb par rapport 
35 a l'ATG du gene TaTrxh2. Ces sequences presentent une 
similitude avec des motifs AACA (AACAAACTCTATC) recemment 



20 



WO 00/70065 



18 



PCT/FR00/01318 



mis en evidence dans les promoteurs de 6 genes codant des 
glutelines de riz, et intervenant dans 1' expression 
albumen-specif ique de ces genes. 

EXEMPLE 4 ; EVOLUTION DE L' EXPRESSION DU GENE GUS AU 
5 COURS DU DEVEI>OPPEMENT DES GRAINS DES RIZ TRANSGENIQUES 

L' expression du gene gus a ete suivie au cours 
de la maturation et de la germination de grains de riz 
transformes avec les constructions PI, P2, P3, P4 ou P5. 
1 . Au cours de la maturation 

10 Trois stades ont ete analyses : 10 JAF, 25 JAF 

et 35 JAF. L' expression du gene gus a ete evaluee, soit 
par localisation histochimique de 1'activite GUS, soit 
par detection des transcrits par transfert de Northern, 
Activite GUS 

15 1/ analyse histochimique montre que pour les 

trois stades de maturation etudies, 10, 25, et 35 JAF, 
une activite GUS est tou jours detectee dans 1' albumen 
amylace des grains de riz transformes avec les 
constructions PI, P2, P3 ou P4 . Par contre pour la 
20 construction P5, aucune activite GUS n'est detectee. 

A 10 JAF, 1'activite GUS est detectee dans 
1' albumen amylace, a la peripherie de 1'embryon. A 
25 JAF, 1'activite GUS progresse vers la zone mediane de 
1' albumen amylace. A 35 JAF, 1'activite GUS est detectee 
25 sur toute la surf ace de 1' albumen artaylace. 

; v K^intensite de la coloration varie avec la 

nature de la construction et le stade de maturation, en 
particulier dans le cas de la construction P4, pour 
laquelle la_ coloration est tres difficile a detecter en 
30 debut de maturation. 

Ces resultats sont confirmes par les 
observations plus detaillees au niveau de chaque tissu du 
grain, qui montrent que : 

- A 10 JAF : pour les constructions PI, P2 ou 
35 P3, 1'activite GUS est tres forte dans les cellules de 
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1' albumen amylace a la peripherie de 1'embryon, et elle 
n'est pas detectee dans les cellules de la zone mediane 
de 1' albumen amylace. Pour la construction P4, l'activite 
GUS dans les cellules de 1' albumen amylace est tres 
5 faible, voire non detectable. En outre, dans les grains 
de riz transformes avec la construction P2, une activite 
GUS est egalement detectee dans les cellules de 
1' epithelium du scutellum. 

- A 25 JAF : pour les constructions PI, P2 ou 

10 P3, l'activite GUS a diminue dans les cellules de 
1' albumen amylace a la peripherie de 1'embryon et 
augmente dans celles de la zone centrale de 1' albumen 
amylace ; pour les grains de riz transformes avec la 
construction P2, on ne detecte plus d' activite GUS dans 

15 les cellules de 1' epithelium du scutellum. Dans les 
grains de riz transformes avec la construction P4, 
l'activite GUS a augmente dans les cellules de 1' albumen 
amylace situees a la peripherie de 1'embryon et dans la 
zone centrale. 

20 - A 35 JAF : l'activite GUS est beaucoup plus 

faible qu'a 25 JAF dans toutes les cellules de 1' albumen 
amylace des grains de riz transformes avec PI, P2 ou P3 ; 
dans les grains de riz transformes avec la construction 
P4, l'activite GUS est detectee dans les cellules de la 
25 zone mediane de 1' albumen amylace. 

Pour la construction P5v aucune activite GUS 
n' est detectee quel que soit le stade de maturation ou le 
tissu du grain analyse. 

Quelle que soit la construction utilisee, 
30 aucune activite GUS n'est detectee au cours de la 
maturation, dans les cellules de 1'axe embryonnaire, de 
la couche a aleurone, ou des enveloppes des grains. 
Detection des transcrits du gene qrus 

La presence des transcrits du gene gus a ete 
35 recherchee dans les ARN totaux extraits, aux differents 
stades de maturation, des grains de riz transformes avec 
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les constructions PI, P2, P3, P4 ou P5. La detection a 
ete realisee par transfert de Northern, en utilisant la 
sonde P3+GUS . Cette sonde de 2,6 kb comprend la .sequence 
de 4 81 pb en amont de l'ATG du gene TaTrxh2 , la sequence 
5 codante du gene gus et le terminateur du gene nos . 

Pour chacune des constructions PI, P2, P3, P4 
ou P5, cette sonde permet de detecter la presence de 
transcrits dont la taille attendue est comprise entre 1,9 
et 2,4 kb, selon la construction. 
10 La presence de ces transcrits varie en 

fonction de la construction utilisee pour la 
transformation, et du stade de maturation. 

Pour les riz transformes avec la construction 
PI, les transcrits sont detectes aux 3 stades de la 
15 maturation avec un maximum a mi-maturation. 

Pour les riz transformes avec la construction 
P2, les transcrits sont detectes au debut de la 
maturation. 

Pour les riz transformes avec la construction 
P3, les transcrits sont detectes au debut et a la fin de 
la maturation du grain. 

Pour les riz transformes avec la construction 
P4, les transcrits sont detectes a mi -maturation et en 
fin de maturation du grain . 
5 Pour les riz transformes avec la construction 

,P5, aucun transcrit du gene gus n'est detecte quel que 
:sQi.t le stade de. maturation analyse. 
2. An coars de la trernu.natj.on 

Pour 1' etude de 1' expression du gene gus au 
cours de 1-a germination, l'activite GUS a ete analysee 
par histochimie dans des grains de riz transformes avec 
les constructions PI, P2, P3, P4 ou P5. 

Pour chaque construction, 10 grains ont ete 
mis a germer a l'obscurite et preleves a differents temps 
apres imbibition : 0, 12, 24, 48 et 72 heures. 
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L' activite GUS est detectee dsns 1' albumen- 
amylace des grains de riz , transf orraes avec les 
constructions PI, P2, P3 ou P4 quel que soit le stade de 
germination- Par contre pour les grains de riz 
5 transformes avec la construction P5 aucune activite GUS 
n'est detectee. 

L' etude de 1' accumulation des transcrits du 
gene gus dans les grains transformes avec les 
constructions PI, P2, P3 ou P4 montre que ceux-ci ne sont 
10 pas accumules au cours de la germination quelle que soit 
la construction. 

Ces resultats indiquent que ie promoteur 
(1111 pb en amont de 1'ATG) du gene TaTrxh2 ne permet pas 
1' expression du gene grus au cours de la germination. 
15 L'activite GUS detectee dans les grains germes est 
certainement une activite residuelle due a la tres grande 
stabilite de la p-glucoronidase dans le grain. 

Conclusion 

L' analyse de 1' expression du gene gus sous le 

20 controle du promoteur du gene TaTrxh2 au cours du 
developpement des grains de riz transformes avec les 
constructions PI, P2, P3, P4 ou P5 met en evidence un 
effet des deletions du promoteur du gene TaTrxh2 sur 
expression temporelle et spatiale du gene gus dans les 

25 grains des riz transformes. 

Les constructions PI, P2, P3 permettent une 
expression du gene gus plus precoce que la construction 
P4 au cours de la maturation. La construction P5 ne 
permet pas 1' expression du gdne gus puisqu'aucun 

30 transcrit n'est detecte. En effet, des transcrits du gene 
gus sont detectes a 10 JAF pour les 3 constructions PI, 
P2, P3, et seulement 25 JAF pour la construction P4 . Ceci 
suggere que les differences de niveau d' expression 
precedemment signalees entre les constructions P2 et P4, 

J5 resultent probablement d'un retard dans 1' expression du 
g£ne grus sous le controle du promoteur P4, plutot que 
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d'un niveau d' expression plus faible. La region du 
promoteur du gene TaTrxh2 comprise entre -1111 pb et - 
228 pb contient certainement des sequences de regulation 
qui permettent une expression du gene gus dans les 
5 premiers stades de la maturation. 

Concernant 1' expression spatiale, la region du 
promoteur du gene TaTrxh2 comprise entre -1111 pb et 
-591 pb contient probablement une sequence inhibant 
1' expression du gene dans 1' epithelium du scutellum. En 

10 effet, lorsqu'elle est deletee (construction P2) 
1' expression du gene gus est observee dans ce tissu. A 
1' inverse, la region comprise entre -591 pb et -451 pb 
contiendrait une sequence activant 1' expression dans 
1' epithelium du scutellum, car lorsqu'elle est deletee 

15 (construction P3) il n.' y a plus d' expression du gene gus 
dans ce tissu. 

Les resultats montrent qu'au cours de la 
maturation des grains de riz, le promoteur du gene 
TaTrxh2 permet une expression du gene gus specifique de 
1' albumen amylace. Cette expression est detect ee dans un 
nombre restreint de cellules reparties dans une zone 
centrale de 1' albumen et a la peripheric de l'embryon. 
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REVENDICATIONS 

1) Promoteur caracterise en ce qu'il est 
constitue par un fragment d'acide nucleique comprenant au 
moins un domaine fonctionnel specifique du promoteur du 
gene TaTrxh2. 

2) Promoteur selon la revendication 1, 
caracterise en ce que ledit fragment d'acide nucleique 
est choisi dans le groupe constitue par : 

le fragment d'acide nucleique dont la 
sequence s'etend de la position -1 a la position -1111 
par rapport au codon ATG du gene TaTrxh2 ; 

le fragment d'acide nucleique dont la 
sequence s'etend de la position -1 a la position -83 par 
rapport au codon ATG du gene TaTrxh2 ; 

le fragment d'acide nucleique dont la 
sequence s'etend de la position -451 a la position -591 
par rapport au codon ATG du gene TaTrxh2 ; 

le fragment d'acide nucleique dont la 
sequence s'etend de la position -591 a la position -1111 
par rapport au codon ATG du gene TaTrxh2 ; 

- le fragment d'acide nucleique dont la 
sequence s'etend de . la position -228 a la position -451 
par rapport au codon ATG du gene TaTrxh2 ; 

le fragment d'acide nucleique dont la 
sequence s'etend de la position -451 a -591 par rapport 
au codon ATG du gene TaTrxh2 ; 

le fragment d'acide nucleique dont la 
sequence s'etend de la position -83 a la position -228 
par rapport au codon ATG du gene TaTrxh2 ; 

le fragment d'acide nucleique dont la 
sequence est celle du premier intron du gene TaTrxh2. 

3) Cassette d' expression caracterisee en ce 
qu'elle comprend un promoteur selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2 . 
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4) Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un promoteur selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2 . 

5) Cellule vegetale transformee par au moins 
un promoteur selon une quelconque des revendications 1 ou 
2. 

6) Plante transgenique transformee par au 
moins un promoteur selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2 . 

7) Plante transgenique selon la revendication 
6, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une monocotyledone. 

8) Utilisation d'un promoteur selon une 
quelconque des revendications 1 ou 2 pour controler 
1' expression d'un gene d' interet dans une cellule 
vegetale. 
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PI 

^AAGTCAGAAGGCCGTTCAGAATTGTTGGAGGACTCGAAAAAAAGAAGGGGAGCCCAGGC 60 

AGACGACGGGGCGGCATGTGCCTGTTCCTTGGCGAGGCGTCTAGCTTTGGCAGCCGCCGC 120 

CGCTTTTCTCCTTGGGTGGGCGCGCGAGCTCCCCGAGTTTGAGCCGCAATTTTTTTACAT 180 

TTTATGGCGATGGCGTCAGGCGTTTATCTAGGCGTCTGGGAGGGTACATTTGAAGATGTG 240 

CCACCAACTCCAAACCGACAACCCTGTATCTGAGCATGCCTCATGCCTCTCCTTCATGCC 300 

TCCCTTTGGGTGAGGTCATGTGCCCTTGGCGGCGAGTGGCTTCCCGTTTAGAGCAAGTAT 360 

AATAAGTCCTAGTCAGCTGGCTATAAGATGTTCCACATCAGCAAATCCTTAAACTGGAGG 420 
P2 

AGAAAGAAAG^AGGAGTGAGAAGGGCGTCGGCGCTTCGTCAATCGCTAGCGATAGCACAA 480 

GCTCCCATGGAATCGAGCCAACATGCAACCCGCACAATGACTAAAGGCAAACGCCAGCCA 54 0 

P3 

ATCAGTAT( jCCTTTCTClj GC ^TCTTTCTT^k TGCAAGCATTAAATACTATAnrTAaTrTA 600 

CAGCCAGTTTATTATATAAACAGGCTATATAGCTGACCTGGCAGTGCTATAGAGCCGGCA 660 

GCCGGCTCTTCTATTAGCTTTGCTCTTATGGCTACATCTGTGTj^GCAGTCGATTGATTC 72 0 

AAACAACAAATCCGGGCGTTCAGCAAGTCGGAATGAATTTCGGCTCATCACTCATTGTCG 780 

TGGGCCTCACGCGTATTCGCCTAACCGTGTTTGAATCAGACCCTCACGAAGCCACGGCTC 84 0 

P4 

CAGCGACCCGTTCACCACGTCAGCCT AAAAAAAGAAAAAAAAA^ TGTTCAATCACACGCC 900 

GatCtgAACCGTTCAACAGCCCCACGTAATTTCGCGGACCAGCAAAGGGCATATCCGTCA 960 

TAGCGAGCGCATAAATTCTGATTCCTGCCTGCCTGCCGGA CAATTTAT CT TTGGGGAGGC 1020 
P5 

^?-9.?£G^ 1080 
AGCGGTGCTTGCCGAGAAGAGAGAGAGAGAG 1111 
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<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 2687 
<212> ADN 

<213> Triticum aestivum, 
<220> 

<221> exon 

<222> (1112) (1231) 

<220> 

<221> intron 

<222> (1232) (2203) 

<220> 

<221> exon 

<222> (2204) (2326) 

<220> 

<221> intron 

<222> (2327) (2420) 

<220> 

<221> exon 

<222> (2421) (2558) 

<220> 
<22l> CDS 

<222> (1112) (1231) 

<22Q> 
<221> CDS 

<222> (2204) (2326) 

<220> 
<221> CDS 

<222> (2421) (2558) 
<400> 1 

gaagtcagaa ggccgttcag aattgttgga ggactcgaaa aaaagaaggg gagcccaggc 60 
agacgacggg gcggcatgtg cctgttcctt ggcgaggcgt ctagctttgg cagccgccgc 120 
cgcttttctc cttgggtggg cgcgcgagct ccccgagttt gagccgcaat ttttttacat 180 
tttatggcga tggcgtcagg cgtttatcta ggcgtctggg agggtacatt tgaagatgtg 24 0 
ccaccaactc caaaccgaca accctgtatc tgagcatgcc tcatgcctct ccttcatgcc 300 
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tccctttggg tgaggtcatg tgcccttggc ggcgagtggc ttcccgttta gagcaagtat 360 

aataagtcct agtcagctgg ctataagatg trccacatca gcaaatcctt aaactggagg 420 

agaaagaaag taggagtgag aagggcgtcg gcg-e'tcgtc aatcgctagc gatagcacaa 480 

gctcccatgg aatcgagcca acatgcaacc cgcacaatga ctaaaggcaa acgccagcca 540 

atcagtatgc ctttctctgc atctttcttc atgcaagcat taaatactat agctaatcta 600 

cagccagttt attatataaa caggctatat agctgacctg gcagtgctat agagccggca 660 

gccggctctt ctattagctt tgctcttatg gctac'atctg tgtgagcagt cgattgattc 720 

aaacaacaaa tccgggcgtt cagcaagtcg gaatgaattt cggctcatca ctcattgtcg 780 

tgggcctcac gcgtattcgc ctaaccgtgt ttgaatcaga ccctcacgaa gccacggctc 840 

cagcgacccg ttcaccacgt cagcctaaaa aaacaaaaaa aaactgttca atcacacgcc 900 

catctgaacc gttcaacagc cccacgtaat ttcgcgcacc agcaaagggc atatccgtca 960 

tagcgagcgc ataaattctg attcctgcct gcczgccgga caatttatct ttggggaggc 1020 

gggccgggat tggagacaga gcccacaagg caacaacaaa gtgcgcgtga gaaatcaaca 1080 

agcggtgctt gccgagaaga gagagagaga g atg gcg gcg teg gcg gcg acg 1132 

Met Ala Ala Ser Ala Ala Thr 
1 5 

gca acg gcg gcg gcg gtg ggg gcg egg gag gtg ate tec gtc cac acc 1180 
Ala Thr Ala Ala Ala Val Gly Ala Gly Glu Val lie Ser Val His Thr 
10 15 20 

ctg gag cag tgg acc atg cag ate gag gag gec aac gee gee aag aag 1228 
Leu Glu Gin Trp Thr Met Gin lie Glu Glu Ala Asn Ala Ala Lys Lys 
25 30 35 

ctg gtaegcatet ttceggateg atctctccct cccccctcgt cttctcccgc 1281 
Leu 
40 

aaggeggcac gggccgggcg aggatgetet tgtttcagat tggt-tggtga agttaagacc 1341 
tggctcgtgc atgcggtggc cgcccgagga egaatctgeg gttggtctgg ttgaattttg 14 01 
atggcttgga gagcatgtta cggtcggttt cttttccccg tcttattagg gctgccgtgg 14 61 
atatcatctt ctcatgttaa aaaggagaca gtttcagaac cgcgtgtacc gctacttcct 1521 
cggtttctaa atatagatct tctaagattg caccacggac tatgtactga tgtatgtata 1581 
tatatacata cttcagagta tagatcactc gttttgetec gtatgtagta tgcagttcac 1641 
ggggggcaca tctgtttgta tggtcttttt gtctgaaaac agtgttggtt atgctgtaat 1701 
gtcatggcat etttctgega tgeaggggge atggctcttt acattaccct tgcagcattt 1761 
tattgtttcc geategtget gcctcacatg cttttttaga ttgtatagga attgetattg 1821* 
caegcaatta tccccttatc cgtggctgct geagatttge accaatattc cgtatgtaga 1881 
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tcccaaacgt ctcctcaagt ttggcatagt aagatcgatt gtgctaactc cactaaaaac 1941 

actgtaccag gaatttatat gatgatcatc ttgztgtttg tatatatttt tt-gcggggg 2001 

agtttataac tttccgtgga ttttcatctc tgsaattgtg caacatcata aaattccagt 2061 

gctattctct tcacgtgaat tataacctgg atcgattgta agctctggta ggtgtttatg 2121 

gtgttgaact agcagtagca ttattgaccc atgctttgca catttgtgtc aaggtcctgt 2181 

taaccttgtc gtttgtaaca g gtg gtg gtt gac ttc act gca tea tgg tgt 2232 

Val Val Val Asp Phe Thr Ala Ser Trp Cys 
45 50 

gga cca tgc cgc ate atg get cca gtt ttc get gat etc gee aag aag 
Gly Pro Cys Arg He Met Ala Pro Val Phe Ala Asp Leu Ala Lys Lys 
55 60 65 

ttc cca aat get gtt ttc etc aag gtc gat gtc gat gaa ctg aag 2325 
Phe Pro Asn Ala Val Phe Leu Lys Val Asd Val Asp Glu Leu Lys 
70 75 * 80 

gtaatggaac egatggeget gtttacagag cacagagtat categtgega tttcagagct 2385 

gtgttactaa caaggtttta tgttgtatga acagcccatt gcg gag caa ttc age 2440 

Glu Gin Phe Ser 
85 



2280 



gtt gag gee atg cca ace ttc ctg ttc att aag gaa gga gat gtc aag 2488 
Val Glu Ala Met Pro Thr Phe Leu Phe He Lys Glu Gly Asp Val Lys 
90 95 100 

gac agg gtt gtg gga get ate aag gag gaa ctg acg aac aag gtt ggg 2536 
Asp Arg Val Val Gly Ala He Lys Glu Glu Leu Thr Asn Lys Val Gly 
105 HO 115 

eta cac gcg gcg gee cag taatcaccta gcggagtagt attcgectaa 2584 
Leu His Ala Ala Ala Gin 
120 

ataaaattgt ggctcaagaa gcggtgcctc taatggcacc ttatatcctg tgtactgett 264 4 
gttacttgtt ggttggatga tggtgaatca agtgtgactt tat* 2687 

<210> 2 
<211> 1111 
<212> ADN 

<213> Triticum aestivum 
<400> 2 

gaagtcagaa ggccgttcag aattgttgga ggactcgaaa aaaagaaggg gagcccaggc 60 
agacgaeggg gcggcatgtg cctgttcctt ggcgaggcgt ctagctttgg cagccgccgc 120 
cgcttttctc cttgggtggg cgcgcgagct ccccgagttt gagcegcaat ttttttacat 180 
tttatggcga tggegtcagg cgtttatcta ggcgtctggg agggtacatt tgaagatgtg 240' 
ccaccaactc caaaccgaca accctgtatc tgagcatgee tcatgcctct ccttcatgcc 300 
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